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RESUMEN

La salmonelosis produce altos indices de mortalidad en cuyes, ocasionada por microorganismos
del género Salmonella, el cual presenta mis de 2500 serovares. Los serovares Salmonella
Enteritidis y Typhimurium han sido asociados con las infecciones en cuyes, siendo éste tltimo
el mayormente aislado en ellos. Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo identificar
Salmonella Typhimurium y Enteritidis aislada de cuyes mediante la técnica de PCR muiltiple.
Con ese fin, se evalud un total de 25 cepas obtenidas a partir de 6rganos de cuyes muertos con
signos clinicos y lesiones anatomopatoldgicas sugerentes de salmonelosis ademds de pruebas
bioquimicas que identifican las cepas como pertenecientes al género Salmonella spp. Dichas
cepas, posteriormente fueron analizadas por la técnica de PCR multiple con cebadores
especificos para los genes invA, fliC y Prot6E correspondientes al género Salmonella,
Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis, respectivamente. Las 25 cepas evaluadas
fueron identificadas como Salmonella Typhimurium, evidenciando bandas de peso molecular
correspondientes a los genes invA (284 pb) y el gen fIiC (559 pb). La técnica de PCR es util
para identificar el género Salmonella y el serovar Typhimurium a partir aislados de cuyes con

signos clinicos sugerentes de salmonelosis.

Palabras clave: Cuyes, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, PCR multiple



ABSTRACT

Salmonellosis causes high mortality in guinea pigs, it is caused by microorganisms of the genus
Salmonella, which has more than 2500 serovars. Salmonella Enteritidis and Typhimurium
serovars have been associated with infections in guinea pigs, being the latter the most isolated
from them. Therefore, this study aimed to identify Salmonella Enteritidis and Typhimurium
serovars isolated from guinea pigs by multiplex PCR technique. For this purpose, 25 strains
were evaluated from organs of dead guinea pigs with clinical signs and pathological lesions
suggestive of salmonellosis, and biochemical tests that identified those strains as Salmonella
spp. Strains were subsequently analyzed by multiplex PCR with specific primers to identitify
the invA, fliC and prot6E genes that corresponding to the genus Salmonella, Salmonella
Typhimurium and Salmonella Enteritidis, respectively. The 25 strains tested were identified as
Salmonella Typhimurium, showing bands corresponding to molecular weight of invA genes
(284 bp) and f1iC (559 bp) gene. The PCR technique is useful for identify the genus Salmonella
and the serovar Typhimurium, isolated from guinea pigs with clinical signs suggestive of

salmonellosis.

Key Words: Guinea pigs, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, multiplex PCR
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I. INTRODUCCION

La salmonelosis es la principal enfermedad infecciosas en cuyes, presentdindose como
brotes que afectan a gran parte de la poblacién dentro de una crianza (Morales et al., 2007,
Matsuura, 2008) y ocasionando altos indices de mortalidad en todas las etapas productivas
trayendo consigo grandes pérdidas en la explotacién. La salmonelosis puede ser de curso
crénico o agudo, siendo éste tltimo el mas letal ya que no se observan signos clinicos aparentes

para realizar algin tratamiento (Matsuura et al., 2010).

El agente causal de esta enfermedad, pertenece al género Salmonella, siendo Salmonella
bongori'y Salmonella enterica las dos especies pertenecientes a dicho género, ésta presenta seis
subespecies de las cuales Salmonella enterica subsp. enterica presenta la mayor cantidad de
serovares que afecta una amplia variedad de animales de sangre caliente incluido al hombre
(Garcia, 2011; Grimont y Weill, 2007). Salmonella Typhimurium y Enteritidis son los dos

serovares notificados con mayor frecuencia a nivel mundial (WHO, 2013).

En distintos estudios realizados en cuyes en el Pert, Salmonella Typhimurium ha sido
el serovar mayormente detectado, diagnosticado principalmente mediante pruebas bioquimicas
y serolégicas (Matsuura er al, 2010; Guaman, 2014). Las técnicas de diagndstico
microbiolégico han sido de gran utilidad como primer paso en el aislamiento e identificacién de

microorganismos, pese a ello en la actualidad, los paises desarrollados optan por técnicas de



diagndstico molecular, debido a su rapidez y eficacia. Una de las pruebas moleculares que ha
sido de gran uso en los dltimos afios es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), asi como

las diferentes variantes de ésta.

La PCR muiltiple, una variante de la PCR convencional, es empleada para la deteccién y
amplificacion simultdnea de distintas secuencias de dcido desoxirribonucleico (ADN) en una
misma reaccion. Actualmente, existen protocolos de PCR para la deteccion e identificacion de
Salmonella spp. en muestras provenientes de la industria avicola por su importancia en la salud
publica (Soumet et al., 1999; Jamshidi et al., 2010). Asi mismo, la identificacién completa de
los serovares generalmente se realiza por medio de pruebas seroldgicas, aunque ya existen
cebadores especificos para la deteccién de genes blanco presentes en los Salmonella Enteritidis

y Typhimurium (Jamshidi et al., 2010; Soumet et al., 1999)

Por ello, el objetivo del presente estudio fue identificar Salmonella Enteritidis y
Typhimurium aislada de cuyes mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa

miultiple.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. GENERO Salmonella

El género Salmonella recibe su nombre en honor al patélogo veterinario americano Daniel
Elmer Salmon (1850-1914) en 1900, quien en 1876 fue reconocido como el primer doctor en
medicina veterinaria graduado en una universidad de Estados Unidos. Salmon en colaboracion
con Theobald Smith (1859-1934), descubrieron los gérmenes designados como salmonelas, en

1885, aislandolos de cerdos con cdlera (Stanchi, 2007).
2.1.1. Caracteristicas generales

Los miembros de este género son bacilos gramnegativos, generalmente méviles por flagelos
peritricos (excepto S. Gallinarum), anaerobios facultativos, no encapsulados y no esporulados.
La diferenciacion entre las especies y subespecies se realiza tomando en cuenta diferentes
propiedades bioquimicas, tales como que no fermentan lactosa (excepto Salmonella
choleraesuis subsp. arizonae y Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae) ni sacarosa,
fermentan glucosa y producen gas (excepto S. Typhi), no producen indol, no degradan la urea,
descarboxilan la lisina y ornitina y presentan muchas mds caracteristicas bioquimicas que

permiten la clasificacién en especies y subespecies. Estos microorganismos se desarrollan



generalmente a temperaturas entre 8 y 45°C, un pH de 4 a 8 (Koneman et al., 1998; Walker,

1999).

2.1.2. Taxonomia

El género Salmonella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, Orden Enterobacteriales y
Clase y Proteobacteria (Garrity et al., 2004). La clasificaciéon mds aceptada es la que propone
que el género Salmonella estd dividida en dos especies: Salmonella bongori y Salmonella
enterica, datos muy similares a los obtenidos en estudios de ADN mediante técnicas de

hibridacién (Caffer y Terragno, 2001). Las dos especies, se subdividen de la siguiente manera:

- Salmonella enterica, agrupa a la mayoria de las bacterias del género que se aislan de
animales de sangre caliente, incluido en hombre, y se divide en seis subespecies, segtin el
sistema de Kauffman— White.

a. Subespecie 1. S. enterica subsp. enterica

b. Subespecie II. S. enterica subsp. salamae

c. Subespecie Ill a. S. enterica subsp. arizonae
d. Subespecie Il b: S. enterica subsp. diarizonae
e. Subespecie IV. S. enterica subsp. houtenae

f.  Subespecie VI. S. enterica subsp. indica

- Salmonella bongori. Subespecie V: No constituye un patégeno para los humanos pero si
ha sido implicada en ciertas patologias en animales (Grimont y Weill, 2007; Stanchi,

2007; Farmer, 2003; Terragno et al., 2003).

Existen mas de 2500 serotipos identificados segun el sistema de Kauffman- White, en el
cuadro 1 se muestra el nimero de serotipos identificadas hasta el momento dentro de cada

especie y subespecie, asi como sus principales hébitats.



Cuadro 1. Salmonella: especies, subespecies, serotipos y su hdbitat usual. Sistema de

Kauffman— White (Grimont y Weill, 2007).

Especie y subespecie de Nuamero de serotipos
Habitat usual
Salmonella dentro de la especie
S. enterica subsp. enterica (I) 1531 Animales de sangre caliente
Animales de sangre
S. enterica subsp. salamae (II) 505
fria/caliente y ambiente
Animales de sangre fria y
S. enterica subsp. arizonae (I11a) 99
ambiente
Animales de sangre fria y
S. enterica subsp. diarizonae (I1Ib) 336
ambiente
Animales de sangre fria y
S. enterica subsp. houtenae (VI) 73
ambiente
Animales de sangre fria 'y
S. enterica subsp. indica (IV) 13
ambiente
Animales de sangre fria 'y
S. bongori (V) 22
ambiente
Total 2579

2.1.3. Epidemiologia

Salmonella estd ampliamente distribuida en la naturaleza, y se encuentra como comensal y
patogeno en el tracto gastrointestinal de humanos, mamiferos domésticos y salvajes, reptiles,
aves, insectos y roedores, causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y los

animales (Radostits et al., 2002). Algunos serotipos tienen poca especificidad de hospedador y



pueden aislarse inclusive en el tracto intestinal de animales de sangre fria (Velasco y Yamasaki,

2002).

Los serotipos de Salmonella varian en su distribucion, sin embargo, los serotipos S.
Enteritidis y S. Typhimurium se encuentran distribuidos mundialmente. Siendo este dltimo el de
mayor aislamiento tanto en humanos como en animales en varias partes del mundo (CFSPH,

2005).

La naturaleza de la infeccién por Salmonella spp. estd determinada por una serie de factores
entre los que se encuentran la via de transmision, la dosis infectante, el serotipo implicado, la

presencia y grado de inmunidad y el grado de resistencia del hospedador (Garcia, 2011).

2.1.3.1.Via de Transmision

Salmonella se propaga por contacto directo e indirecto. Los animales infectados, fuentes de
las bacterias, excretan el microorganismo en cantidades considerables en heces y orina,
contaminando asi el ambiente que los rodea, principalmente el alimento. Los animales
susceptibles se infectan por via oral al consumir agua o alimento contaminado con material
fecal, también se ha observado que la via aerdégena, conjuntival y heridas abiertas constituyen

puertas de ingreso para la bacteria (Radostits et al., 2002).

Las malas précticas de manejo sugieren un deficiente nivel de bioseguridad que ocasiona
presencia de roedores y aves contaminados, ingreso no controlado de personal, estrés en los
cuyes (Figueroa y Verdugo, 2005). Ademds se ha determinado que las variaciones de

temperatura y humedad predisponen a la aparicion de infecciones (Ramirez, 1972).

2.1.3.2.Factores de riesgo de la infeccion

Una de las formas mds comunes de introducir la infeccién en una explotacién es por medio
del alimento debido a que puede existir una contaminacidn casi siempre durante o tras el
proceso de obtencién y preparacién. Deben considerarse principalmente contaminados

determinados piensos o componentes de ellos, como la hierba fresca y el heno, principalmente
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aquellas que han sido provenientes de zonas donde riegan con aguas residuales no tratadas.
Asimismo, los concentrados proteicos de origen animal o vegetal son sospechosos (Stellmacher,
1981). Aunque la exposicién a Salmonella es frecuente, se requiere de un inéculo de
aproximadamente 10°-108 bacterias para el desarrollo de la enfermedad sintomética (Sénchez y

Cardona, 2003).

La introduccién de animales portadores a una explotacién constituye una importante fuente
de infeccidn para aquellas que son libres de salmonelosis (Radostits et al., 2002). Para que la
salmonelosis curse como enfermedad, es necesaria la intervencién de algin factor externo que
desencadene “estrés” en el animal, como el transporte o movimiento de animales dentro del
criadero o hacia el exterior, el mismo que se acentia cuando se realiza con un inadecuado
manejo (Ramirez, 1972; Radostits et al., 2002). Esta enfermedad también se puede producir
debido a la falta de alimento y agua, el cambio brusco de la dieta (modifican componentes del
tubo gastrointestinal), hacinamiento, enfermedades intercurrentes que sugieren un aumento en la
susceptibilidad de la salmonelosis, la edad del animal (animales mds jovenes son mads

susceptibles) (Radostits ef al., 2002).

Por otro lado, el ficil ingreso de animales ajenos a la explotacién como ratas y ratones
cumple un papel importante como transmisores de salmonelosis, debido que no muestras signos
clinicos de enfermedad, contaminando el ambiente y alimento. Se ha encontrado una alta
prevalencia de Salmonella Enteritidis en ratones presentes en galpones de aves (Garber et al.,
2003; Meerburg y Kijlstra, 2007). Existen ademds otras formas menos frecuentes de
contaminacién como insectos, aves silvestres y larvas de nematodos previamente infectados por
Salmonella (Radostits et al., 2002). Sin embargo, Ordaya (2008), en un estudio realizado en una
granja de crianza comercial de cuyes en el Valle de Mantaro, encontré que las moscas son un
riesgo en la transmision de Salmonella enterica en una proporcién de 75%, seguidas por las

ratas y gorriones (12.5%), y fémites (12.5%).



Estos microorganismos pueden sobrevivir largos periodos de tiempo de casi 14 meses,
desarrollandose adecuadamente en un rango de temperatura de entre 8 y 45°C y en intervalos de
pH de 4-8. Sin embargo, esta bacteria es sensible al calor y no sobrevive a temperaturas

superiores de 70°C (Radostits et al., 2002).

La salmonelosis afecta de forma universal a todas las especies generando de esta manera
problemas en explotaciones pecuarias y en salud publica, en los cobayos esta enfermedad
origina altos porcentajes de morbilidad y mortalidad que sumado al escaso conocimiento en
diagndstico y tratamiento hacen del productor de cobayos blanco fécil de esta enfermedad.

(Ramirez, 1976; Radostits, 2002).

2.1.3.3.Factores de virulencia

Todos los serotipos de Salmonella spp. conocidos son patogénicos para el hombre y los
animales (Parker y Collier, 1990). En varios estudios se ha demostrado que Salmonella
preferencialmente se une e invade las células en la placa de Peyer del intestino delgado en
ratones infectados oralmente, sin embargo las bacterias pueden también ser encontradas en
enterocitos no fagociticos. Las interacciones entre especies de Salmonella y células hospederas

son intimas y complejas (Darwin y Miller, 1999).

Salmonella presenta genes de virulencia, localizados en el cromosoma o en plasmidos, que
codifican factores solubles que modifican la fisiologia celular del hospedero o que protegen a la
bacteria de sistemas antimicrobianos del mismo (Garcia ef al., 1992). Las islas de patogenicidad
son grupos de genes de virulencia. Estas islas se ubican frecuentemente adyacentes a genes de
ARN de transferencia (ARNt) de la bacteria, lo que sugiere que éstos genes fueron adquiridos

durante la evolucién bacteriana (Marcus et al., 2000; Goyache y Briones, 2002).

2.1.4. Patogénesis

La patogenia de la salmonelosis puede dividirse en dos fases: una primera fase de

localizacién intestinal y, en algunos casos una segunda fase sistémica. Si la entrada se ha



producido por via oral, Salmonella debe hacer frente a una serie de condiciones adversas como
son el pH 4cido del estdmago, las sales biliares, la microflora intestinal o el peristaltismo. Una
vez superadas estas barreras, las salmonelas colonizan el tracto gastrointestinal adhiriéndose a
las células epiteliales de la mucosa a través de las fimbrias (Dibb-Fuller et al., 1999; Vimal et

al., 2000).

Seguidamente, se produce la invasién celular regulada por los genes de la isla de
patogenicidad SPI-1. Salmonella es capaz de introducir en la célula hospedadora una serie de
proteinas, a través del sistema de secrecion tipo III, las cuales van a reorganizar el citoesqueleto
dando lugar a una endocitosis (Zhou y Galdn, 2001). Como consecuencia de esta interaccion, se
concentra en la zona un elevado nimero de polimorfonucleares y se induce la produccién de
citoquinas proinflamatorias que van a provocar cambios que pueden afectar a la modulacién de
la secrecion del cloro, contribuyendo directamente a la aparicion de la diarrea (Eckmann et al.,
1997). La reaccién inflamatoria trae como consecuencia un aumento de la permeabilidad
vascular que provoca un edema de la mucosa asi como una transmigracion de células
inflamatorias a la luz intestinal. Ademds, la respuesta inflamatoria, junto con la produccién de
toxinas, provoca dafios en la superficie del epitelio intestinal, que pueden ir desde ulceracién
hasta destruccién de la mucosa (Ekperigin y Nagaraja, 1998), facilitando la salida de fluidos

extravasculares y, consecuentemente el cuadro clinico de diarrea (Zhang et al., 2003).

La fase sistémica se inicia cuando Salmonella alcanza la ldmina propia y es fagocitada por
los macréfagos. La clave para el mantenimiento de esta infeccién se basa en la capacidad de
Salmonella para sobrevivir y multiplicarse en el interior de los macréfagos. Este mecanismo
estd regulado por la isla de patogenicidad SPI-2, que permite la translocacién de proteinas
bacterianas a través de la membrana vacuolar al citoplasma de los macréfagos (Hensel, 2000).
En el interior de los macréfagos, Salmonella logra alcanzar los ganglios linfaticos mesentéricos.
En algunas ocasiones, cuando la infeccién la producen los serotipos mas invasivos o cuando

afecta a animales debilitados, Salmonella puede llegar a la circulacién sanguinea y alcanzar asi



diferentes 6rganos internos, principalmente el higado y el bazo, donde se localizan en elevadas

concentraciones es en las primeras fases de la infeccion (Barrow, 1999).

En concordancia con estos mecanismos, numerosos estudios basados en infecciones
experimentales, principalmente con los serotipos Cholerasuis y Typhimurium, han descrito la
presencia de Salmonella, ademds de en el tracto gastrointestinal (intestino y ganglios linféticos
mesentéricos) en diversos érganos como el bazo, el rifién, el pulmén, el corazén, el higado, las
tonsilas y diferentes ganglios linfaticos (mesentéricos, pulmonares, inguinales, cervicales, etc.)
(Wood et al., 1989; Wood y Rose, 1992; Fedorka-Cray et al., 1994; Nielsen et al., 1995; Cote et

al., 2004; Loynachan et al., 2004; Collazos, 2008).
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Figura 1. Esquema de la invasion de la mucosa por Salmonella (Ralph, 1996).

10



2.2.SALMONELOSIS EN CUYES

El cuy (Cavia porcellus) también denominado cobayo, curi y conejillo de indias es un
mamifero doméstico nativo de los andes sudamericanos (Bustamante, 1993; Chauca, 1997). En
el Perd, esta especie constituye un producto alimenticio de alto valor nutricional que contribuye
a la alimentacién de la poblacién rural, aunque en las dltimas décadas se ha convertido en una
carne muy requerida en el mercado nacional e internacional. Por otro lado, esta especie ha sido
criada durante muchos afios como animal de compafifa y de laboratorio en Europa y América

del Norte (Bustamante, 1993; Enriquez y Rojas, 2004; Wagner y Manning, 1976).

La mayor poblacién de cuyes se encuentra en el Perd, que segiin el ultimo censo
agropecuario realizado por el INEI (2012) asciende a més de 12 millones, siendo Cajamarca,
Cusco, Ancash y Apurimac los departamentos en donde se concentra la mayor poblacién de
estos animales. La crianza familiar es muy difundida en nuestro pais llegando a un 93.1%,
mientras que la familiar- comercial constituye un 6,8% y la del tipo comercial solo representaba
el 0.1% de los tipos de crianzas hasta el afo 1994 (principalmente alrededor de dreas urbanas)

(Chauca, 1994).

La enfermedad mds importante que afecta al cuy es la salmonelosis, durante largo tiempo se
ha observado una gran susceptibilidad en ellos, sin embargo ain son escasos los reportes con
datos exactos que permitan tener una idea clara de la realidad de la salmonelosis en cuyes
(Matsuura et al., 2010). Es una enfermedad con un impacto econdmico negativo en la
produccién de cuyes por los altos indices de mortalidad y por el conjunto de patologias

orgdanicas y sistémicas que producen (Cano, 2012).

Los serovares S. Typhimurium y S. Enteritidis han sido aislados de cuyes, estando en estos
animales de manera latente o introducidos por los alimentos o camas contaminadas con excretas
de roedores (Peters, 1981). Los serovares mds comunes en cuyes domésticos son Salmonella

Enteritidis y Typhimurium (Richardson, 2000).
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En nuestro pais el serovar que se ha aislado con mayor frecuencia de 6rganos de cuyes
muertos debido a esta enfermedad, es el serovar Salmonella Typhimurium, en frecuencias que
superan el 95% en relacion a otros serovares. Uno de los primeros reportes en nuestro pais es el
descrito por Ameghino (1968), acerca de un brote de salmonelosis con alrededor de 95 % de
mortalidad, en una granja en Huancayo, logra aislar Salmonellas en forma casi pura a partir de
pulmones, higado e intestinos que posteriormente se identificaron como S. Typhimurium.
Posteriormente, Ramirez (1972), realizé un estudio bacteriolégico de un brote infeccioso en
cobayos en una granja de la localidad de Barranca, encontrando a microorganismos del género
Salmonella (S. Typhimurium y otros serovares) en un 65.5% de los animales estudiados. En un
estudio realizado en la provincia de Carhuaz, Ancash se hallé una prevalencia de 61.5% de
Salmonella enterica (Matsuura, 2010), mientras que Morales (2012), aislé Salmonella
Typhimurium un 16.7% del total de cepas obtenidas por hisopados rectales de cuyes
reproductores machos mejorados destinados a ser introducidos al distrito de San Marcos
(crianza familiar- comercial). Guamdn (2014) reporta un 34% de presencia de este agente en el

sistema de crianza comercial.

En cuyes con fines de investigacién como animales de laboratorio se ha logrado identificar
distintos serovares tales como S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Florida, S. Bredeney, S.
Pomona, S. Dublin, S. Ochiogu, S. Limite (Garmendia et al., 2000). Asi también otros estudios

reportan a S. Enteritidis, Typhimurium y S. Dublin en cuyes (Parra et al., 2002).
2.2.1. Manifestaciones clinicas

La salmonelosis en cuyes se puede manifestarse de dos formas: crénica o aguda, siendo esta

ultima la que mayor mortalidad causa (Evans, 2005).

La forma aguda se presenta como un cuadro septicémico agudo sucediéndose las muertes en
un lapso de 24 a 48 horas, en muchos de los casos los animales mueren sin mostrar signo clinico
alguno, sin embargo en algunas ocasiones se observa decaimiento, postracién, anorexia,

adelgazamiento, pelos dsperos y erizados, opistétonos, y pardlisis de los miembros posteriores
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(figura 2), en ciertas ocasiones también se observa diarrea acompafiada de mucus, y en gestantes

se produce el aborto (Ramirez, 1976; Bustamante, 1993; Evans, 2005).

Los cuadros crénicos son los casos mas comunes y su presentacion indica que Salmonella
se encuentra establecida en la granja. El tipo de presentacién dependerd del serotipo y cepa de la
Salmonella; sin embargo, el cuy también presenta un estado de infeccién latente en el cual no
presenta manifestaciones clinicas de ello hasta que sea sometido a situaciones de estrés

(Ganaway, 1976; Bunte; 1996).

Figura 2. Paralisis de los miembros posteriores en un cobayo con salmonelosis (Layme,

2009)

2.2.2. Hallazgos a la necropsia

2.2.2.1.Lesiones anatomopatoldgicas

Las lesiones agudas de la salmonelosis en cobayos implican al higado, bazo, tejidos
linfoides y el intestino (aumento de tamafio, congestion y necrosis focal). Asimismo, en el tracto
gastrointestinal en muchas ocasiones se halla un aumento de gas y liquido, asi como una
disminucién del grosor de la pared intestinal. En los casos subagudos a crénicos se suelen hallar
focos de necrosis en el higado y en otros érganos se observa hepatomegalia, esplenomegalia y
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pulmones congestionados. En el aparato reproductor de 1la hembra puede haber focos necréticos
en el miometrio y abortos. Existen ademads otras lesiones encontradas con frecuencia, como la
presencia de seudomembranas en la superficie hepatica, ofreciendo el cuadro de peri hepatitis,
vesicula biliar aumentada de tamafio debido a la mayor cantidad de liquido biliar (Havelaar et

al., 2001; Parra et al., 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).

2.2.2.2.Lesiones histopatologicas

Las lesiones a nivel histoldgico provocado por la salmonelosis se evidencian por una
invasién bacteriana con necrosis, presencia de histiocitos y formacion de abscesos. Las dreas de
necrosis se encuentran rodeadas por histiocitos. Ademas, las placas linfoides del yeyuno e ileon
presentan acumulaciones focales de polimorfonucleares e histiocitos. En casos crénicos los
nédulos incrementan de tamafio y forman abscesos. En el higado se observa una hepatitis
granulomatosa multifocal, en el bazo una esplenitis y linfadenitis con 4reas de necrosis rodeadas

por célula mononucleares y neutréfilos (Ganaway, 1976).

2.3.DIAGNOSTICO

El diagndstico de la salmonelosis en cobayos debe ser realizado asociando las
manifestaciones clinicas, hallazgos en la necropsia y el aislamiento bacteriano. Los érganos de
eleccion para recuperar la bacteria en animales enfermos son principalmente el higado y bazo,
pero también se pueden aislar de otros 6rganos como pulmoén, ganglio mesentérico, intestino,
utero, vesicula biliar y glandula mamaria (Ameghino, 1968; Ramirez, 1972; Bustamante, 1993;

Matsuura, 2008).

Existen diversos métodos para el diagndsticos de Salmonella spp., siendo el cultivo
microbioldgico la prueba mis comtinmente empleada para el aislamiento de la bacteria a partir
de tejidos y heces (Pachén, 2009). El método ideal debe tener una alta sensibilidad y

especificidad, y ser al mismo tiempo simple, rdpido y econémico. Sin embargo, ningtin método
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cumple con todos los criterios y ninguno es 6ptimo para todas las condiciones. Por ello es
recomendable consultar la literatura antes de elegir un método para un determinado propdsito y
es recomendable la comparacion frecuente de los métodos de cada laboratorio con los nuevos
métodos que surjan. Los criterios para la identificacién bioquimica de Salmonella spp. estdn
ampliamente descritos, sin embargo estas pruebas dependen de la expresion fenotipica de las
caracteristicas analizadas y pueden verse afectadas por variaciones en los medios de cultivo y en
las condiciones de incubacién. Como una alternativa se estdn introduciendo cada vez mds los
métodos moleculares; que permiten un diagnéstico mas rdpido y pueden ser mas simples de

realizar, pero tienen la desventaja que son caros (Caffer et al., 2008).

2.3.1. Identificacion y caracterizacion bioquimica

Los métodos para el aislamiento de la bacteria estdn divididos en tres etapas sucesivas las
cuales son: enriquecimiento no selectivo, enriquecimiento selectivo, siembra en placa con
medios soélidos selectivos y diferenciales. Posteriormente se lleva a cabo el estudio de las
caracteristicas bioquimicas de las colonias sospechosas en los medios adecuados para su

identificacion y finalmente el andlisis antigénico (Caffer et al., 2008).

La diferenciacién bioquimica permite confirmar la identidad de Salmonella frente a otras
enterobacterias que hayan podido ser aisladas, conjuntamente, en los medios selectivos (Garcia,
2011). Segun las caracteristicas de crecimiento de las colonias presuntivas de Salmonella, se
realiza la identificacion o confirmacién bioquimica, en esta etapa las bacterias son diferenciadas
por su actividad metabdlica tomdndose simultdneamente dos pruebas diferenciales como son el
agar triple azicar hierro (TSI), lisina hierro (LIA), que a su vez pueden ser ayudados con
pruebas bioquimicas complementaria como agar urea, agar citrato de Simons, produccién de
indol, evaluacién de la movilidad, producciéon de sulfuro de hidrogeno, y muchas maés
(MacFaddin, 2000). En el cuadro 2 se observan las reacciones producidas en la bateria de
bioquimicas utilizada normalmente para la identificacién de enterobacterias pertenecientes al

género Salmonella (Koneman y Allen, 1999; MacFaddin, 2000).
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Cuadro 2. Pruebas bioquimicas clave para la identificacion de microorganismos

pertenecientes al género Salmonella (MacFaddin, 2000).

PRUEBA BIOQUIMICA  RESULTADO PARA Salmonella spp.

TSI K/A HoS*

LIA K/K HoS*
UREA -
MOTILIDAD +
INDOL -
CITRATO +

K: alcalinidad; A: acidez; H»S: sulfuro de hidrogeno

2.3.2. Serotipificacion

Las especies de Salmonella se detectan inicialmente por sus caracteristicas bioquimicas, sin
embargo los grupos y las especies se identifican mediante andlisis antigénicos. Al igual que
otras enterobacterias, Salmonella posee dos clases de antigenos principales los cuales son los

antigenos O (sométicos) y antigenos H (flagelares) (Brooks et al., 1999; Koneman et al., 1997).

La clasificacion de serotipos o serovares se realiza en funcién de la combinacién de
antigenos O, de antigenos H y, eventualmente, del antigeno capsular (Vi) (Popoff y Le Minor,
1997). Estos antigenos se identifican mediante técnicas de microaglutinacién empleando sueros
especificos, generalmente comerciales, frente a cada uno de ellos. De esta forma se caracteriza a

la cepa en funcién de su estructura antigénica.

2.3.2.1.Antigenos Somaticos (O)

Estdn compuestos por complejos de fosfolipidos y polisacdridos; su composicién es
aproximadamente: 60% polisacaridos, 20-30% lipidos y 3,5-4% hexosamina. Son cadenas
laterales de polisacaridos del lipopolisacérido de envoltura (LPS) que se encuentra en todos los

microorganismos Gram negativos.
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La cadena de polisacdridos del antigeno O es un polimero de unidades repetidas de
oligosacaridos (de 3 a 5 azicares) lineales o ramificados. La naturaleza de los grupos terminales
y el orden en que se encuentran las unidades repetidas de la cadena determina la especificidad
antigénica somadtica de la bacteria. Como esta estructura difiere ampliamente entre las distintas

serovariedades, hay diferencias en la especificidad antigénica O.

Estos antigenos son termoestables y resistentes a 4cidos diluidos y alcohol. La estructura
somdtica se denomina con la letra O seguida de nimeros ardbigos separados por comas, que
corresponden a sus factores, por ej. S. Typhimurium O: 1, 4, 5, 12; S. Enteritidis O: 1, 9, 12

(Caffer y Terragno, 2001).

2.3.2.2.Antigenos flagelares (H)

El flagelo es una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un segmento de unién
y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a la envoltura de la célula y el segmento de
unién une el cuerpo basal con el filamento. En la serotipificacién flagelar de Salmonella se usa
solamente la especificidad antigénica del filamento. Las diferencias antigénicas surgen debido a
variaciones en la estructura primaria (contenido en aminoécidos y orden de ubicacién) de las

distintas moléculas de flagelina.

Unas pocas serovariedades de Salmonella poseen una sola fase flagelar, esas cepas se
Ilaman monofésicas, por ej. Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-), Salmonella Typhi (9,12 [VI]:d:-
); pero la gran mayoria de las serovariedades tienen dos especificidades en su antigeno flagelar,
es decir son cepas difésicas; por ej., Salmonella Typhimurium (1,4,5,12:i:1,2) y Salmonella
Hadar (6,8:210:e,n,x), que expresan la fase 1 (identificada en los ejemplos por las fases: i 6 z10)

y la fase 2 ( por las fases: 1,2 y e, n, x respectivamente) (Caffer y Terragno, 2001).

2.3.2.3.Antigeno capsular (Vi)

Este antigeno se encuentra en sdlo tres serovariedades: S. Typhi, S. Paratyphi C y en

algunas cepas de S. Dublin (Caffer y Terragno, 2001).
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2.3.3. Diagnéstico molecular basado en el ADN

Los métodos moleculares basados en el ADN no son afectados por las variaciones
ambientales a diferencia de lo que suele suceder con los métodos de tipificacion fenotipica, ya
que el genoma de un organismo es estable en diferentes ambientes. El diagndstico molecular se
considera un diagndstico directo, y actualmente es el sistema de diagndstico con mayor

especificidad, sensibilidad y rapidez (Velilla, 2006).

2.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

2.4.1. Definicion

La técnica de PCR es un método enzimatico de sintesis in vitro de largas cantidades de una
regién diana de ADN (Brown, 2000). Este proceso de amplificacién requiere de cantidades
minimas de ADN. La técnica de PCR fue desarrollada por K. Mullis en 1985, es un método in
vitro que permite amplificar secuencias especificas de ADN (Mullis y Fabona, 1987). Es uno de
los métodos moleculares de mayor eficiencia en el diagndstico de enfermedades, sobre todo de

aquellas provocadas por patdgenos dificiles de cultivar (Gonzales y Rojas, 2005).

La PCR es hoy en dia una herramienta imprescindible en los laboratorios de diagndstico
clinico a nivel mundial (Herrdez, 2012). La PCR ha revolucionado el diagnéstico molecular de
las enfermedades infecciosas, el cual a diferencia de los métodos tradicionales que requieren 6 o
7 dias para dar un resultado definitivo, permite obtener los resultados en tan solo 1 a 3 dias,
dependiendo de diversas modificaciones en el protocolo de trabajo, permite la deteccién e

identificacion rdpida y precisa de Salmonella (Myint et al., 2006).

La PCR ofrece multiples ventajas, tales como la rapidez con la que se pueden obtener
resultados y no solo de una muestra sino de varias, la sensibilidad de la prueba ya que detecta
fracciones de ADN de todo tipo de microorganismo, la especificidad debido a que identifica el

ADN constituye el material genético tnico de cada organismo asi como también su versatilidad,
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informacién genética accesibilidad de la muestra, no requiere esterilidad microbioldgica,
deteccion de organismos viables y no viables (Innis,1995). Pero se debe tener en cuenta también
sus desventajas, ya que uno de los principales problemas es el riesgo a la contaminacién cruzada
debido a que una pequefia molécula de extrafia podria contaminar las muestras en una

amplificacién subsecuente (Innis, 1995; Sambrook et al., 1989).

2.4.2. Etapas dela PCR

Las etapas de PCR se llevan a cabo, una tras otra, en episodios ciclicos. Cada ciclo

comprende tres etapas.

2.4.2.1.Desnaturalizacion

Consiste en la desnaturalizacion del ADN por calentamiento a 95°C, durante la
desnaturalizacion las dobles cadenas del ADN se separan para formar cadenas sencillas, durante
la etapa inicial de desnaturalizacion es importante que el patrén de ADN se desnaturalice por
completo. Una desnaturalizacién incompleta del ADN resultard en el uso ineficiente del patrén
en el primer ciclo de amplificacién y en consecuencia, en escaso rendimiento del producto de

PCR (Sambrook et al., 1989; Brown, 2000).

2.4.2.2.Hibridacion

Durante la hibridacién (a temperatura que oscilan entre 45°C y 60°C), un iniciador se une a
una cadena de ADN y otro se une a la cadena complementaria. Los sitios de hibridacién de los
iniciadores se han elegido para que fomenten la sintesis del ADN en la regién de interés durante
la extension. La temperatura de hibridacion se calcula 5°C por debajo de la temperatura de
fusion del duplo iniciador- patrén de ADN. Si se obtienen productos de la PCR no especificos,
ademds del producto esperado, la temperatura de hibridacién se puede optimizar aumentando

por incrementos de 1 a 2°C (Sambrook ef al., 1989; Brown, 2000).
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2.4.2.3.Extension

Una ADN polimerasa termoestable es adicionada, llamada 7Tag polimerasa (ADN
polimerasa tipo I, enzima de una bacteria termotolerante, Thermus aquaticus), junto con un
suministro e precursores de ADN (deoxinucleosidos trifosfatos: dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y
la mezcla es calentado a una temperatura 6ptima para la sintesis de ADN, que generalmente esta
entre 70 y 75 °C (Brown, 2000; Stracham y Read, 1999). Los oligonucleétidos alineados en el
ADN molde, actdan ahora como cebadores para la sintesis de nuevos polinucletidos

complementarios para las cadenas molde de ADN (Brown, 2000).

Los ciclos de desnaturalizacidn, hibridacién y extension son repetidos de 20 a 30 veces con
un nimero de moléculas de ADN sintetizado que se dobla en cada ciclo, esta exponencial
amplificacion resulta en la sintesis de un gran nimero de copias de la secuencia de ADN por el

par de iniciadores (Sambrook et al., 1989; Brown, 2000).

2.4.3. Componentes de la PCR

2.4.3.1.ADN patron

Casi todos los métodos estdndar de extraccion de ADN son apropiados. La cantidad
adecuada esta entre 0.1 y 1pg de ADN gendémico, para una mezcla total de reaccién de 100ul.
Cantidades mas grandes de ADN patrén elevan, generalmente el rendimiento de productos de la

PCR no especificos (Sambrook et al., 1989; Brown, 2000).

2.4.3.2.Iniciadores

Los cebadores son los componentes clave de la PCR y el acierto o falla de la amplificacion
depende mucho de su correcta designacion (Brown, 2000). Los iniciadores de la PCR deben
tener entre 10 y 24 nucledtidos de longitud. El contenido de GC debe estar entre 40 y 60%,
ademds el iniciador no debe ser complementario o autocomplementario de otro cebador en la
mezcla de reaccién, debido a que no se desean tener dimeros de cebadores u horquillas

(Sambrook et al., 1989; Brown, 2000).
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2.4.3.3.Concentracion de MgClI2

Debido a que los iones Mg?* forman complejos con los ANTP, con los iniciadores y los
patrones de ADN, hay que establecer la concentracién éptima de MgCl, para cada experimento.
Si los iones Mg**son demasiado escasos, se obtiene un bajo rendimiento del producto de la PCR
y si son abundantes, de concentracién de MgCl, es de 1 a 3 mM, en las condiciones de reaccién

estdndar especificadas (Sambrook et al., 1989).

2.4.3.4.Taq polimerasa

Si las concentraciones de Taq polimerasa son mayores que las requeridas pueden

sintetizarse productos no especificos (Sambrook ef al., 1989; Brown, 2000).

2.4.3.5.dANTP

La concentraciéon de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) en la mezcla de reaccién es
generalmente de 200uM. Se debe comprobar que estas concentraciones sean iguales, porque una

inexactitud aumentara el grado de incorporacion errénea (Sambrook et al., 1989).

2.4.4. Variantes de la PCR

En los ultimos afios existen muchas variantes de la PCR como Multiple PCR, PCR-RFLP,

RAPD-PCR, Real time PCR, RT-PCR y otras mas (Pérez, 2000).

2.4.5. PCR Muiltiple

La PCR mudltiple puede ser utilizada para el andlisis simultdneo de diferentes cepas o
aislados patogénicos y no patogénicos, para ello se utiliza una combinacién de pares de
cebadores especificos para secuencias diana. Esta técnica posee la habilidad de identificar un
patégeno o un grupo de patégenos en una poblacién mixta conteniendo organismos

relacionados o no.
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Actualmente, existen ensayos de PCR en los cuales se utilizan secuencias especificas de
genes que permiten identificar género, especie o serovar de Salmonella. Uno de esos genes es el
invA perteneciente al género, el cual contiene secuencias tnicas de este género y ha sido
probado como un blanco apropiado de PCR, con una potencial aplicaciéon diagndstica (Rahn et
al., 1992). Este gen codifica la proteina en la membrana interna de las bacterias que es

responsable de la invasion de las células epiteliales del huésped (Darwin y Miller, 1999).

Asi mismo, la identificacién de Salmonella hasta serovar atin es muy limitada, debido a que
existe una gran cantidad de serovares (Grimont y Weill, 2007). Sin embargo, dentro los
cebadores que hasta el momento han sido disefiados, los que permiten identificar a los serovares
Typhimurium y Enteritidis son los mds utilizados debido a que éstos representan un problema

para humanos y animales a nivel mundial (CFSPH, 2005).

El gen fliC de la flagelina codifica el mayor componente del flagelo de Salmonella
Typhimurium, utilizindose la identificaciéon de este serovar (Aldridge et al., 2006), el cual ha
sido utilizado en otros estudios de investigacion en muestras de érganos de cuyes sospechosos
de presentar salmonelosis con gran eficiencia (Marcelo et al., 2015). Por otro lado, el serovar
Enteritidis alberga en su genoma un pldsmido tnico de virulencia de 60kb (Chu et al., 1999)
este plasmido posee un gen llamado Pror6E, el cual probablemente codifique una unica

secuencia de superficie fimbrial especifica de Salmonella Enteritidis (Clavijo ef al., 2006).

De esta manera, la utilizacién de la técnica de PCR muiltiple es una herramienta muy util
que permite la identificacién del ADN de Salmonella y sus serovares, brindando una mayor

informacion si se precisa la identificacion por serovar (Soumet et al., 1999).

Los genes mencionados anteriormente, han sido empleados en otros estudios de
investigacién enfocados en distintas especies como aves, bovinos, ovejas, etc.(anexo 4), como

los mencionados a continuacion:

En el trabajo desarrollado por Soumet et al., (1999) se buscé identificar Salmonella

Typhimurium y Enteritidis a partir de muestras ambientales de gallineros en Francia, donde
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evaluaron en simultdneo las técnicas tradicionales de aislamiento microbiolégico y pruebas
bioquimicas compardndolas con la técnica de PCR multiple, siendo esta tltima una técnica que
requirié de tan solo 2 dias comparada con los 5 a 6 dias necesarios en las técnicas tradicionales.
En este trabajo ademads llegaron hasta la identificacién de los serovares S. Typhimurium y S.

Enteritidis.

Jamshidi et al., (2010) formularon un estudio con el objetivo de aislar e identificar
Salmonella Enteritidis y Typhimurium a partir de huevos en tiendas en Mashhad, utilizando el
método de aislamiento microbioldgico tradicional y el ensayo de PCR multiple, donde fue
posible detectar al serovar Typhimurium como el contaminante de mayor prevalencia en

huevos.

Asi mismo, afios después en el mismo pais, Atyabi et al., (2012) realizaron una
investigacién molecular de los serovares Typhimurium y Enteritidis en el ganado vacuno y
ovino en granjas, resultando que S. Enteritidis fue el serovar mayormente detectado y solo se

encontrd una infeccion mixta en dos animales.

Un estudio desarrollado por Moosavy et al., (2015) tuvo como objetivo detectar Salmonella
spp. en huevos comerciales en Irdn, encontrando los serovares Typhimurium y Enteritidis en la
céscara y en el contenido del huevo. Como consecuencia de ese estudio se hall6 que el 1.33%

del total de los huevos evaluados estaban contaminados con estos serovares.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1.Lugar de estudio

Las cepas en estudio fueron obtenidas en un trabajo de investigacién previo, a partir de
explotaciones comerciales de cuyes en el departamento de Lima. El procesamiento, anélisis y
conservacion de las muestras se realizaron en la Seccién de Biologia y Genética Molecular del
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria de la Facultad de Medicina

Veterinaria en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.2.Descripcion del material experimental:

3.2.1. Cepas estudiadas

En el presente estudio se evalu6 un total de 25 cepas previamente caracterizadas
morfoldgica y metabdlicamente como Salmonella spp (anexo 1 y 2) provenientes de animales
con signos clinicos y lesiones anatomopatoldgicas sugerentes de salmonelosis. Las cepas se
aislaron de higado, vesicula biliar y médula 6sea de 25 cuyes, las cuales fueron seleccionadas al
azar pero solo una cepa de un 6rgano de cada animal. Las muestras se encontraban conservadas
en caldo cerebro- corazén (BHI, por sus siglas en inglés) con glicerol al 20% en tubos de 2 mL

a una temperatura de -80 °C.
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3.2.2. Cepas de referencia

Asi mismo, en este trabajo se emplearon las cepas de referencia ATCC Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) y Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) como controles positivos
aisladas segtn el protocolo descrito en el anexo 4 y conservadas en BHI con glicerol al 20 % y a
una temperatura de -80°C. Ademads, se utilizaron dos cepas control negativas de Escherichia
coli y Proteus spp previamente aisladas en la Seccion de Biologia y Genética Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,

almacenadas en las mismas condiciones que las cepas de referencia control positivo.

3.3.Metodologia

3.3.1. Reactivacion de cepas

Se reactivaron las 25 cepas de cuyes y las cepas de referencia (control positivo y negativo),
empleando el protocolo descrito por Sdnchez y Corrales (2005), con algunas modificaciones. El

procedimiento para la reactivacién de los microorganismos es descrito a continuacion:

a) Todas las cepas conservadas en glicerol (cepas estudiadas y las cepas control) fueron
reactivadas llevdndolas a una temperatura de -20°C y luego de 4°C, esperdndose hasta la
descongelacion completa del vial antes de realizar la recuperacion de los microorganismos.

b) Posteriormente, con la ayuda de un asa de siembra se sembraron todas las cepas por
agotamiento en placas de agar sangre y se incubaron a 37°C por 18 horas.

¢) En paralelo se sembraron las cepas estudiadas (25) en placas de agar XLD (agar xilosa,
lisina, desoxicolato) para observar el crecimiento tipico de las colonias y cortejar los datos
brindados de éstas (produccién de sulfuro de hidrégeno).

d) Seguidamente, tanto las cepas en estudio como las cepas control fueron en 1ml de BHI
(medio liquido usado para cultivar microorganismos patégenos y no patdégenos incluyendo

bacterias aerobias y anaerobias), incubdndose a 37° por 24h.
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Figura 3. Colonias de Salmonella spp. en agar sangre

Figura 4. Colonias negras caracteristicas de Salmonella spp. en agar XLLD
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3.3.2. Extraccion de ADN

Los cultivos obtenidos a partir del BHI de las 25 cepas y de las cepas de referencia control
positivo, ATCC de Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y Enteritidis (ATCC 13076), y
negativo, Escherichia coli 'y Proteus spp., se centrifugaron a 8000rpm durante 10 minutos para
precipitar la biomasa celular, la cual fue transferida a un tubo microcentrifuga de 2ml, para
proceder con la extraccion de ADN de las 25 cepas. Se utilizé el Kit Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN

extraido se coloco en tubos microcentrifuga de 1.5ml de capacidad y se almacené a -20°C.

3.3.3. PCR miiltiple

Para la identificacion de las 25 cepas de Salmonella spp. se realizé una PCR multiple
usando tres pares de cebadores para el género Salmonella, y los serovares Salmonella
Typhimurium y Enteritidis los cuales amplifican secuencias especificas de los genes invA, f1iC

y Prot6E, respectivamente (Jamshidi et al., 2010) (cuadro 3).

Ademds, se emplearon dos cepas control positivo de S. Typhimurium (ATCC 14028) y S.

Enteritidis (ATCC 13076) y las cepas control negativo ya mencionadas.

La PCR multiple fue realizada en un volumen final de 20ul consistiendo en 2.5ul de 10X
PCR buffer (500 mM KCl, 200 mM Tris—HCI), 1 ul de desoxinucleotido trifosfato (0,5 mM),

0,5 ul MgCl (2,5 mM), 0,4 ul por cada cebador, 0.3 ul de Tag DNA polimerasa y 2ul de ADN.

Las condiciones para la amplificacion de los genes fue de la siguiente manera: una
incubacidn inicial a 95°C por 5min, seguida por 35 ciclos con una desnaturalizacién a 95°C por
45 segundos, hibridacion a 58°C por 45 segundos, una extension a 72°C por 45 segundos, y una

extension final a 72°C por 7 minutos.
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Cuadro 3. Cebadores empleados en la PCR Miiltiple

Longitud del
Secuencia
Gen  Cebador producto  Referencia
S>3
amplificado
SI39F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Rahn et
invA 284 pb
S141 R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC al., 1992)
Flil5 F CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT Soumet et
flic 559 pb
TymR ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT al., 1999
Prot6e-5 F ATATCGTCGTTGCTGCTTCC Clavijo et
Prot6E 185 pb
Prot6e-6 R CATTGTTCCACCGTCACTTTG al., 2006

Los productos de la PCR muiltiple fueron separados mediante electroforesis en gel al 2%
con buffer TBE 0.5X a 100V durante dos horas en una cdmara de electroforesis horizontal.
Posteriormente, para evidenciar las bandas de ADN amplificadas, el gel fue tefiido en bromuro
de etidio y visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta. El tamafio de las distintas
bandas se determiné mediante marcadores de peso molecular de 100pb (DNA ladder, Gene

Ruler™, Fermentas).
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IV.  RESULTADOS

El ADN extraido de las 25 cepas de Salmonella spp. mostraron tener una buena
concentraciéon de ADN (100 - ng/ul) y ser de buena calidad (no degradado y sin impurezas),

siendo adecuados para proceder a la PCR multiple

Figura 5. Calidad de ADN de las cepas en estudio. Nétese que en el carril niimero 1 se
observa la banda de peso molecular A DNA Hind III, que indica una concentracion aproximada
de 100 ng de ADN/ul, los carriles 2 al 9 muestran el ADN de aislamientos de Salmonella con

concentraciones aproximadas de 100 ng de ADN/ul
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El ADN de las cepas de cuyes en estudio fue analizado mediante la técnica de PCR
multiple, junto con el ADN extraido de las cepas de referencia. En la figura 6, se observan los
amplicones de 284pb y 559pb resultantes de las cepas en estudio (carril 6 al 13) los que
coinciden con los obtenidos de la cepa de referencia control positivo ATCC 14028 (carril 2),
mientras que la cepa ATCC 13076 solo tiene una banda de 284pb que coincide con las cepas en

estudio que es la del gen invA que pertenece al género Salmonella (carril 3).
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Figura 6. La PCR muiiltiple muestra bandas de 284pb, 185pb y 559pb en el gel agarosa
amplificadas para los genes invA, Prot6E, y fliC. En el carril 1 se observa un marcador de
peso molecular de 100pb, las cepas de referencia ATCC control positivo aparecen con dos
bandas en el que Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (carril 2) presenta bandas de 284pb y
559pb y Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (carril 3) con bandas de 284pb y185pb, mientras
que los controles negativos de Escherichia coli (carril 4) Proteus spp. (carril 5) evidencian

bandas y las cepas estudiadas (carril 6-13) presentan bandas de 284pb y 559pb.
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V. DISCUSION

La salmonelosis es una zoonosis ocasionada por microorganismos del género Salmonella,
diversos estudios realizados en cuyes reportan a S. Typhimurium como el serovar detectado con
mayor frecuencia, y ocasionalmente otros serovares como S. Enteritidis (Ameghino, 1968;
Ramirez, 1972; Bustamante, 1993; Garmendia et al., 2000), identificados tradicionalmente
mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas que demandan de mayor tiempo y dificultan la
toma de decisiones para el control de la enfermedad. Por ello, el presente estudio tuvo como
objetivo identificar los serovares Salmonella Typhimurium y Enteritidis a partir de cepas de

Salmonella spp aisladas de cuyes con salmonelosis mediante la técnica de PCR multiple

En la técnica de PCR multiple empleada, Jamshidi et al., (2010), se utilizé tres pares de
cebadores para la deteccion de secuencias especificas de los genes invA (Rahn et al., 1992), fliC
(Aldridge et al., 2006; Soumet et al., 1999) y Prot6E (Clavijo et al., 2006) pertenecientes a
Salmonella spp, S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente, evidencidndose amplicones
que indicaban los distintos pares de bases obtenidos para el género y los serovares. La cepa
control positivo de S. Typhimurium (ATCC 14028) presenté amplicones de 284pb (gen invA) y
559pb (gen f1iC), mientras que el control positivo de S. Enteritidis (ATCC 13076) presentd
amplicones de 284pb (gen invA) y 185pb (gen fliC), y las 25 cepas de cuyes mostraron

amplicones coincidentes con los obtenidos por el control positivo de S. Typhimurium.
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Se confirmé los resultados de las pruebas bioquimicas (anexo 2) de las 25 cepas
identificadas previamente como Salmonella spp. debido que se obtuvo amplicones de 284pb
pertenecientes a dicho género en las 25 muestras. Ademads, gracias a la obtencion de amplicones
de 559pb se identific6 como S. Typhimurium al 100% de las muestras evaluadas, que
generalmente requeriria de una identificacion serolégica completa para la determinacién de
serotipo. Los resultados obtenidos son similares a los mencionados en otros reportes, que
indican que S. Typhimurium se encuentra en frecuencias que superan el 95% en relacidn a otros
serovares hallados en cuyes (Ameghino, 1968; Ramirez, 1972; Bustamante, 1993; Garmendia et
al., 2000), de manera contraria a lo referido por Richardson (2000), Garmendia et al., (2000) y
Parra et al., (2002), que mencionan que S. Enteritidis se encuentra también implicado en

cuadros de salmonelosis en cuyes.

Salmonella spp. requiere de un diagndstico microbiolégico pormenorizado debido a las
etapas sucesivas necesarias para su aislamiento (enriquecimiento no selectivo, enriquecimiento
selectivo, siembra en placa con medos solidos selectivos y diferenciales), el estudio de las
caracteristicas metabdlicas de las colonias sospechosas (medios adecuados para su
identificacién) y finalmente el andlisis antigénico (Garcia, 2011). El uso de antisueros
polivalentes proveen una identificacién seroldgica minima para una determinacidén presuntiva
de Salmonella spp., ésta siempre debe ser apoyada por las caracteristicas morfoldgicas y
metabdlicas de las colonias sospechosas, empero la identificacién completa del microorganismo
se consigue remitiendo las muestras a instituciones como el laboratorio de enteropatdgenos del
centro referencial del Instituto Nacional de Salud (INS), ente que permite su desarrollo (Baudart

et al., 2000).

Las pruebas moleculares se consideran herramientas de diagndstico directo y que posee
gran especificidad y rapidez en los resultados (Velilla, 2006). Hasta el momento se han
desarrollado multiples estudios de investigacion que emplean la técnica de PCR multiple para la

identificaciéon de microorganismos pertenecientes al género Salmonella, aplicadas a la

32



identificacion de éstos en muestras provenientes de distintas especies, principalmente aquellas
destinadas al consumo humano (Soumet et al., 1999; Moosavy et al., 2014; Atyabi et al., 2011;
Jamshidi et al., 2010). Tales trabajos emplearon cebadores disefiados para la identificacién de
secuencias especificas presentes en los genes invA, fliC protE6 (anexo 3), dichos genes han sido
también utilizados en el presente estudio tras haber sido comprobada su eficacia en la
identificacion de estos microorganismos. Es asi que de acuerdo a lo referido, en este trabajo se
obtuvo que las cepas ATCC empleadas como controles positivos de S. Typhimurium y S.
Enteritidis, evidenciaron amplicones de 284pb y 559pb, y 284pb y 185pb, respectivamente, y
por el contrario en los controles negativos de Escherichia coli 'y Proteus spp. empleados no se
evidencid ninguna banda inespecifica (figura 6), demostrandose que los genes mencionados son
utiles para la identificacién de microorganismos del género Salmonella, y los serovares S.
Typhimurium y Enteritidis, al identificarse S. Typhimurium en las 25 muestras
evaluadas(100%), se manifiesta la eficiencia de los cebadores aplicados en muestras

provenientes de 6rganos de cuyes con signos clinicos sugerentes de salmonelosis.

El aislamiento de este microorganismo en distintos érganos (vesicula biliar, higado y
médula ésea) sugiere un caricter septicémico, como lo expuesto por otros autores quienes
seflalan que cuyes con salmonelosis, presentaron diversos 6rganos afectados en tales cuadros
infecciosos (Ameghino, 1968; Ramirez, 1972; Morales ef al., 1995). Similar a lo que se refiere
en otros roedores, como Elvidge (2013) quien describe que en infecciones experimentales de
Salmonella Typhimurium a ratones se produce una infeccién generalizada contrariamente a lo
que sucede en cerdos y ganado vacuno donde este serovar no involucra una diseminacién
sistémica, demostrdndose que las infecciones producidas por los serovares de Salmonella en las
distintas especies varia desde una infeccién septicémica a una que puede limitarse al tracto
gastrointestinal. Ademas, se debe mencionar que el presente estudio encontré S. Typhimurium
en médula 6sea que no habia sido reportado previamente por otro estudio en nuestro pais,
evaludndose un total de 5 muestras provenientes de este 6rgano, siendo todas las cepas

estudiadas pertenecientes al serovar mencionado.
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Finalmente, debido a que en nuestro pais la alta mortalidad ocasionada por este agente
causa grandes pérdidas econdmicas, y la identificacion de éste suele requerir mucho tiempo, con
este estudio buscamos ayudar a los productores para obtener un diagndstico rapido y eficaz que
les permita el control y tratamiento de esta enfermedad. De la misma manera, pueden haber
intentos de diagndstico de este microorganismo a partir de distintas muestras clinicas obtenidas
de cuyes (heces, sangre, etc.) ya sean por casos de salmonelosis 0 como un monitoreo en granja.
Ademads, la identificacién del género Salmonella, S. Typhimurium y S. Enteritidis, permitiria
saber como se encuentra la presencia de estos dos serovares en nuestro medio, ya que atin hay

escasos estudios que permitan determinar la prevalencia de éstos en cuyes.
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VL. CONCLUSIONES

Se logr¢ identificar Salmonella Typhimurium en el 100% de las cepas aisladas de cuyes
mediante la técnica de PCR multiple debido la amplificacion de los genes invA (género
Salmonella) y fliC (serovar Salmonella Typhimurium) de 284pb y 559pb,
respectivamente.

Se implementd un protocolo para la identificacion especifica de Salmonella spp. y los

serovares S. Typhimurium y Enteritidis.
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Anexo 1. Protocolo de aislamiento microbiolégico de Salmonella spp.

Protocolo de aislamiento e identificacion de Salmonella spp. segun Caffer et al., (2008) con

algunas modificaciones.

El protocolo de aislamiento se basa en las siguientes etapas:

1.

Pre-enriquecimiento en medio no selectivo: Se toma una porcién no mayor a 1g de
cada 6rgano, en el caso del liquido biliar se toma una cantidad no mayor a 1ml, y se
afiade en relacién de 1:10 con el agua peptonada tamponada, por separado. Luego se
incuba a 37°C + 1°C durante 18-24 h.
Enriquecimiento en medio selectivo: Se afiade 1ml de la muestra del paso anterior en
una relacién de 1:10 en caldo Rappaport — Vassiliadis bufferado y se incub6 a 41.5°C +
1°C durante 18-24h.
Aislamiento en medio selectivo y diferencial: Del cultivo obtenido en el paso anterior
se siembra por agotamiento medios sélidos selectivos:
e Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), se incuba a 37°C £ 1°C durante 24h + 3h.
e Agar MacConkey (MC), se incuba a 37°C % 1°C durante 24h + 3h.
Confirmacion bioquimica: Las colonias aisladas previamente en el agar XLD y/o MC,
se someten a pruebas bioquimicas con el fin de evaluar sus caracteristicas metabdlicas,
utilizando el agar LIA y TSI, se incuba a 37°C £ 1°C durante 24h + 3h
Pruebas bioquimicas complementarias: ILas colonias compatibles con las
caracteristicas metabodlicas de Salmonella en los agar LIA y TSI, son sembradas en
pruebas bioquimicas complementarias, como el agar urea, citrato de Simmons y SIM, se
incuba a 37°C £ 1°C durante 24h + 3h.
Conservacion de cepas: Luego de obtener los resultados de la confirmacion bioquimica,

se conservan 3 a 4 colonias en BHI con glicerol al 20% a una temperatura de -80°C.
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Anexo 2. Pruebas bioquimicas realizadas previamente a las 25 cepas en estudio y sus

resultados
Niimero
) TSI LIA SIM
Organo  de cepas
H,S Indol  Movil
K/A H,S +
Higado 9 K/K + - +
gas
Vesicula K/A HsS +
11 K/K + - +
biliar gas
Médula K/A HaS +
5 K/K + - +
Osea gas

K: alcalino; A: 4cido; H,S: Sulfuro de hidrogeno
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Anexo 3. Cebadores especificos para la identificaciéon de genes de Salmonella.

Gen Cebador Secuencia Fuente
fliC Flil5 CGG TGT TGC CCA GGT TGGTAAT Soumet et al.,
Tym ACT CTT GCT GGC GGT GCG ACTT (1999)
InvA ST141 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Moosavy et al.,
ST139 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC (2014)
invA ST141 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Atyabi et al., (2011)
ST139 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
invA ST141 GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA Jamshidi et al.,
ST139 TCA TCG CAC CGT CAA AGG AACC (2010)
SliC Flil5 CGG TGT TGC CCA GGT TGGTAAT
Tym ACT CTT GCT GGC GGT GCG ACTT
Prot6E Prot6e-5 ATA TGG TCG TTG CTGCTT CC
Prot6e-6 CATTGT CCA CCG TCA CTTTG
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Anexo 4. Cepa de microorganismo integrado en un dispositivo de rehidratacion listo para

su uso.

Cepas control ATCC de Salmonella (Microbiologics)
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Procedimiento de siembra y aislamiento

1. Abrir el embalaje
2. Quitar el embalaje y pegar sobre la placa Petri o ficha de seguimiento
3. Romper la ampolla para liberar el liquido de hidratacién.

4. Facilitar 1a bajada de liquido hasta la pastilla

5. Aplastar la pastilla y mezclarla con el liquido

6. Saturar el escobillén

7. Sembrar las placas con el escobillén

8. Practicar un aislamiento desde la zona de depdsito
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